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RESUMEN
En Abril de 1998 la balsa de estériles de la mina de pirita de Aznalcóllar liberó agua ácida y lodo
llenos de metales tóxicos al río Guadiamar, amenazando el Parque de Doñana y el Estuario del
Guadalquivir. Para analizar los efectos biológicos del vertido en ecosistemas terrestres, se
ensayaron diversos parámetros bioquímicos en hígado de ratón moruno (Mus spretus), órgano
muy activo e imposible de estudiar en especies protegidas. Los biomarcadores se escogieron por
su respuesta a metales y compuestos oxidantes, orgánicos aromáticos o ambos. Este capítulo
muestra los resultados de las campañas de 1999 y 2000, y confirma la utilidad del ratón como
bioindicador, pues varios biomarcadores respondieron a los contaminantes asociados al vertido. El
estudio confirma la eficiente limpieza del curso del Guadiamar, e indica que no se produjo una
marcada contaminación en ecosistemas terrestres del corazón de Doñana, aunque se precisan
nuevos estudios para seguir la evolución de esta Reserva de la Biosfera.
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ABSTRACT
In April 1998 the tailings dam of Aznalcóllar pyrite mine released acidic water and mud full of toxic
metals to Guadiamar River, threatening Doñana National Park and Guadalquivir Estuary. To assess
possible biological effects of this spill in terrestrial ecosystems, a number of biochemical
parameters were assayed in Algerian mouse (Mus spretus) liver, a toxicologically active organ
impossible to study in protected species. Biomarkers were selected by their responses to metals
and oxidant compounds, organic aromatic, or both. This chapter shows the results of 1999 and
2000 campaigns, and confirms the utility of mouse as bioindicator, since several biomarkers
responded to contaminants related to the spill. The study confirms also the efficient cleaning of
Guadiamar course, and shows that no marked contamination occurred in terrestrial ecosystems at
Doñana core, although further studies are needed to follow the evolution of this Reserve of the
Biosphere.
Keywords
Metals, pyryte, Guadiamar River, antioxidant defences, glutathione redox status, biotransformation,
EROD activity.
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INTRODUCCIÓN
El medio ambiente recibe numerosos
contaminantes -bifenilos, hidrocarburos aromá-
ticos, organoclorados, organofosforados,
metales- que amenazan la salud de los organis-
mos y la del propio ecosistema. Los
contaminantes suelen tener origen
antropogénico, al derivar de las actividades
industrial y portuaria, procesos de extracción,
transporte y tratamiento del petróleo,
actividades mineras, residuos urbanos o
agrícolas, etc. Los análisis químicos detectan
sólo los contaminantes que sobrepasan los
limites de detección de las técnicas usadas, y
no informan de sus efectos biológicos. Estas
limitaciones se resuelven con los
bioindicadores, especies biológicas usadas
como "centinelas" para detectar la presencia y
efectos de los contaminantes, estimar sus
efectos, o predecir los riesgos [Peakall 1994].
Biomarcadores son parámetros que se miden
en los bioindicadores, a nivel de organismos,
especies, poblaciones o ecosistemas, y que
indican la presencia de contaminantes o la
intensidad de sus efectos [Timbrell et al. 1994].
Ciertas enzimas biotransforman compuestos
por oxidación, reducción o hidrólisis, en
reacciones de Fase I, como las catalizadas por
varios citocromos P450 [González y Gelboin
1994]. Otras conjugan los productos de dichas
reacciones con metabolitos endógenos, en
reacciones de Fase II, como las catalizadas por
las isoenzimas de las glutatión-S-transferasas -
GSTs- [Pickett y Lu 1989]. Varias enzimas
b io t rans formadoras  se  inducen
específicamente por los contaminantes. Así, la
actividad EROD (etoxiresorufina-O-desetilasa)
ligada al citocromo P4501A1, se induce por
compuestos orgánicos aromáticos [González y
Gelboin 1994], y algunas isoenzimas de
glutatión transferasa soluble -GSTc- y
microsomal -GSTm- por compuestos
electrofílicos o que generan especies reactivas
de oxígeno -EROs- [Pickett y Lu 1989;
González y Gelboin 1994].
Ciertos metales y compuestos orgánicos
prooxidantes convierten el O2 en EROs, que, si
no se eliminan, dañan lípidos, proteínas y
ácidos nucléicos [Sies 1986]. Varias líneas de
defensa protegen las células de las EROs: i)
Enzimas antioxidantes primarias, como superó-
xido dismutasa -SOD-, catalasa -Kat- y Se
glutatión peroxidasa -Se-GSHPx-, destoxifican
las EROs. ii) Enzimas auxiliares, como glutatión
reductasa -GSSGRasa- y glucosa-6P-deshi-
drogenasa -G-6PDH-, regeneran los cofactores
que consumen las primeras [López-Barea
2000]. iii) Antioxidantes de bajo peso molecular,
como el glutatión reducido -GSH-, reaccionan
químicamente con las EROs [Sies 1986]. La
alteración de las actividades de diversas
enzimas biotransformadoras y antioxidativas y
la oxidación del GSH son útiles biomarcadores
bioquímicos de contaminación ambiental
[López-Barea 2000; Ruiz-Laguna et al. 1999,
2000, 2001a; López-Barea et al. 2002; Romero-
Ruiz et al. 2002].
En abril de 1998 se rompió la presa que cerraba
una balsa (25 m de alto, 360 Ha) que
almacenaba aguas ácidas, lodos y estériles
generados por la mina de pirita de Aznalcóllar a
lo largo de su actividad [Grimalt et al. 1999]. Por
una brecha de cincuenta metros de ancho
salieron cinco Hm3 de lodo y agua ácida con
alta concentración de metales (Fe, Zn, Pb, As,
Cu, Cd, Ag, Hg, Se) primero al río Agrio y luego
al Guadiamar, que se desbordó cuatrocientos
metros a ambos lados de su cauce hasta 40 Km
río abajo. Un muro detuvo la riada a la entrada
del Parque Nacional de Doñana, en la zona de
Entremuros, aunque se desvió en parte al
Guadalquivir [Grimalt et al. 1999]. La limpieza
del lodo se inició inmediatamente y estuvo
acabada en octubre de 1998, antes del inicio de
las lluvias otoñales. El agua de Entremuros se
depuró en una planta construida in situ, y se
envió por el Brazo de la Torre al Estuario del
Guadalquivir [Grimalt et al. 1999]. Aunque sólo
2,5% de millón de toneladas de metales
vertidos llegó al Estuario, en el Guadiamar
quedan aún otras 25.000 Tm de metales que
podrían ser movilizadas por las lluvias en años
sucesivos.
En trabajos previos mostramos la utilidad del
ratón moruno (Mus spretus) como bioindicador
de contaminación y la de varios biomarcadores
bioquímicos para estudiar los efectos del
vertido [López-Barea et al. 2000, 2001a,b,c;
Ruíz-Laguna et al. 1999, 2000, 2001a,b]. Este
micromamífero no protegido de vida libre se
alimenta de plantas, semillas e insectos y es
cazado por predadores que podrían transferir
los contaminantes a niveles superiores del
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ecosistema [Moreno 1998; Tull-Singleton et al.
1994]. En esos trabajos, los ratones se
capturaron 6 meses tras el vertido (otoño-1998)
en el curso medio y bajo del Guadiamar
(Aznalcázar -AZN-, Cangrejo Grande -CG-,
Brazo de la Torre -BDT-), usando como control
negativo ratones junto al Palacio, en la Reserva
Biológica de Doñana -RBD-. En paralelo se
estudiaron ratones capturados seis meses
antes del vertido (otoño-1997) en diversas
zonas del Parque de Doñana (RBD, laguna de
Santa Olalla -SOL-, BDT) y en el Polo Químico
de Huelva HVB-, como control positivo.
Los biomarcadores se seleccionaron en base a
su sensibilidad a metales y compuestos
prooxidantes, aromáticos o ambos. Se
ensayaron enzimas antioxidativas (SOD, Kat,
Se-GSHPx, G-6PDH, GSSGRasa) y
biotransformadoras (P450, GSTc, GSTm), el
malondialdehído MDA-, producto de la
peroxidación lipídica, y el estado redox del
glutatión (oxidado -GSSG- o reducido -GSH-)
[Ruiz-Laguna et al. 1999, 2000, 2001a]. Varios
biomarcadores bioquímicos respondieron a
contaminantes asociados al vertido; aunque no
se detectó una marcada contaminación en
ecosistemas terrestres de la Reserva Biológica,
se indicó la conveniencia de estudios
posteriores para valorar la recuperación de las
zonas afectadas [Ruiz-Laguna et al. 2001a,b;
López-Barea et al. 2001b,c, 2002].
OBJETIVOS
El presente estudio se ha planteado seguir
evaluando los efectos biológicos del accidente
de Aznalcóllar en ratones morunos (Mus
spretus) capturados en las mismas zonas ya
estudiadas, al cabo de 18 (otoño-1999) y 30
meses (otoño-2000) del vertido. Para medir los
posibles efectos se ha usado una batería de
biomarcadores bioquímicos que responden a
diferentes contaminantes, como metales y otros
prooxidantes que generan estrés oxidativo,
claramente implicados en el vertido, así como a
compuestos orgánicos aromáticos y
electrofílicos.
MÉTODOS ANALÍTICOS
Los ratones se capturaron, al menos 20 por
zona, con trampas Sherman y se llevaron al
laboratorio del Bolín en la Reserva Biológica de
Doñana, donde se determinó su sexo y peso y
se sacrificaron por dislocación cervical. Luego
se extrajeron los hígados que se congelaron en
N2 líquido. Tras su traslado a la Universidad de
Córdoba, cada muestra se pulverizó por
separado en un mortero de porcelana enfriado
con N2 líquido y se guardó a -80º C. Los
biomarcadores se analizaron de forma
individual en cada animal. La Fig. 1 muestra las
zonas de muestreo: i) En otoño de 1999 se
analizaron ratones de cuatro áreas, RBD (˜80
km de la mina), AZN (˜25 km), CG (˜60 km) y
BDT (˜64 km). ii) En otoño de 2000 se
capturaron ratones de estas mismas zonas y
de SOL (˜83,5 km).
Cada muestra se homogeneizó en un Ultra-
Turrax (T25, Janke & Kunkel, Staufen,
Germany) con tampón 50 mM Tris/HCl, pH 7.5
(4 ml/g hígado), que contenía 0.1 mM EDTA y
0.1 mM PMSF. El MDA se determinó
fluorimetricamente en una porción de cada
homogenado sin centrifugar según lo descrito
por Lepage et al. [1991]. El resto se centrifugó
15 min a 25.500 x g (Beckman J2-21, San
Fig. 1. Áreas estudiadas. 1999: Reserva Biológica de
Doñana (RBD), Aznalcázar (AZN), Cangrejo Grande
(CG), y Brazo de la Torre (BDT). 2000: como en 1999
más laguna de Santa Olalla (SOL). 
Fig. 1. Studied áreas. 1999: Reserva Biológica de
Doñana (RBD), Aznalcázar (AZN), Cangrejo Grande
(CG), y Brazo de la Torre (BDT). 2000: as in 1999 plus
Santa Olalla lagoon (SOL).
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Ramón, CA, USA) y el sobrenadante se dividió
en tres fracciones. En la primera, se analizó la
actividad de cinco enzimas citosólicas, G-6-
PDH, GSSGRasa, Kat, Se-GSHPx y GSTc,
según lo descrito por Rodríguez-Ariza et al.
[1992, 1993]. La segunda se centrifugó 10 min
a 14000 x g en filtros Microcon 10 (Amicon Inc.,
Beverly, MA, USA) y, tras la diálisis, se analizó
la actividad SOD [Rodríguez-Ariza et al. 1992].
Con la tercera, se prepararon microsomas por
ultracentrifugación a 105.000 x g (Beckman
Optima TLX, rotor TLA 120.2) para medir la
actividad EROD ligada al citocromo P4501A1 y
la GSTm por procedimientos descritos por
Rodríguez-Ariza et al. [1993]. 
Los niveles de GSH, GSSG y disulfuros mixtos
PSSG- se analizaron siguiendo lo descrito por
Rodríguez-Ariza et al. [1994]. El glutatión se
extrajo (15 ml/g hígado) con 1 M ácido
perclórico que contenía 2 mM EDTA usando un
homogeneizador de vidrio de 2 ml. El
homogenado se centrifugó 15 min a 25.500 x
g. Las diferentes formas del glutatión se
midieron en el sobrenadante usando un
sistema de HPLC (HP 1100, Waldbronn,
Alemania). Se usó una columna de fase
reversa Supelcosil LC-18 (Supelco, Bellefonte,
PA, USA), con un flujo isocrático (1 ml/min) de
tampón 0.15 M fosfato sódico, pH 2.0, que
contenía 1% de metanol (GSH, PSSG) o 2 %
de metanol (GSSG). Se utilizó un detector
Coulochem II (ESA, Bedford, MA, USA) con los
siguientes potenciales: para la detección de
GSH y PSSG, guarda célula 0.9 V, detector 0.8
V; para la determinación de GSSG, guarda
célula 1.1 V, detector 1.025 V. La relación
GSSG/glutatión total, se calculó considerando
ambos como equivalentes de GSH.
Todos los pasos de preparación de los
diferentes extractos se hicieron a 4º C para
minimizar la desnaturalización de las proteínas
y la alteración de los niveles de metabolitos. La
proteína se determinó por el método de
Bradford [1976] y los resultados se expresan
como actividades específicas, U o mU por mg
de proteína. Todos los reactivos usados fueron
de alta pureza. Cada análisis se realizó por
triplicado; los resultados se expresan como
media ± SD de cada una de la zonas
muestreadas. La significación estadística,
comparada a los valores de referencia se
determinó con el test de Student usando el
programa InStatTM (Graphpad, San Diego, CA,
USA), y se expresa como: *P<0.05, **P<0.01 y
***P<0.001.
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
La Tabla 1 muestra los resultados obtenidos
con algunos biomarcadores en 1999. En
comparación con la Reserva Biológica, la
Los datos muestran las medias ± SD de varios biomarcadores analizados en animales de la Reserva Biologica de
Doñana (RBD), Aznalcázar (AZN), Cangrejo Grande (CG) y el Brazo de la Torre (BDT). El número de animales
analizados de cada área se muestra entre paréntesis. La significación estadística, determinada mediante el test de
Student (P<0.05), se expresa como a(comparada con RBD) y b(comparada con AZN).
Data show the means ± SD of several biomarkers analyzed in animals of Doñana Biological Reserve (RBD), Aznalcázar
(AZN), Cangrejo Grande (CG), and Brazo de la Torre (BDT). The number of animals analyzed in each area is shown in
parenthesis. Statistical significances, established by the Student´s test (P<0,05), is shown as a(compared to RBD) and
b(compared to AZN).
Tabla 1. Biomarcadores
analizados en ratones de
1999 
Table 1. Biomarkers
analized in mice in 1999
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actividad catalasa fue mayor en ratones del
cauce medio y bajo del río Guadiamar,
Aznalcázar, Cangrejo Grande y Brazo de la
Torre, aunque las diferencias sólo fueron
significativas en animales de esta última zona.
La actividad Se-glutatión peroxidasa, que en
otoño de 1998 había mostrado mayores
niveles a lo largo del curso medio y bajo del
Guadiamar [Ruiz-Laguna et al. 2001a,b], en la
campaña de 1999 sólo fue significativamente
mayor en ratones capturados en Aznalcázar.
No hubo diferencias significativas entre las
actividades GSTc y GSTm de ratones de las
distintas zonas, en contra de su alto poder
discriminante en el muestreo de 1998 [Ruiz-
Laguna et al. 2001a,b; López-Barea et al.
2001a,b,c, 2002]. En comparación con la zona
RBD, la actividad SOD disminuyó
significativamente en las ratones de
Aznalcázar y el Cangrejo Grande.
Contrastando con la escasa discriminación
geográfica de los biomarcadores recogidos en
la Tabla 1, otros cuatro diferenciaron
claramente las áreas muestreadas en 1999
(Fig. 2). La actividad glucosa-6-P
deshidrogenasa fue dos veces mayor
(P<0,001) en ratones del cauce medio y bajo
del Guadiamar, Aznalcázar, Cangrejo Grande y
Brazo de la Torre, que en los controles
procedentes de la RBD. Igualmente, la
actividad glutatión reductasa fue una vez y
media mayor en ratones de Aznalcázar y Brazo
de la Torre (P<0,001) y Cangrejo Grande
(P<0,01), que en los de la Reserva Biológica.
Conviene señalar que en 1998 las actividades
G-6PDH y GSSGRasa en ratones de la zona
BDT fueron similares a los de la RBD [Ruiz-
Laguna et al. 2001a,b; López-Barea et al.
2001a,b,c, 2002], sugiriendo que la inducción
de estas defensas antioxidativas requería
mayor tiempo de exposición. Los niveles de
malondialdehido, producto de la peroxidación
lipídica [Sies 1986], también fueron tres veces
mayores en ratones del Cangrejo Grande y
Brazo de la Torre que en RBD, aunque las altas
desviaciones de sus valores hizo que las
diferencias sólo fueran significativas en BDT
(P<0,05). La actividad EROD ligada al
citocromo P4501A1 también fue mayor en
Aznalcázar y Brazo de la Torre que en la
Reserva Biológica, aunque de nuevo las
diferencias sólo fueron significativas en ratones
del Brazo de la Torre (P<0,05).
Los ratones de las zonas estudiadas en
octubre de 1999 tenían igual nivel de glutatión
reducido (Fig. 3), pero su estado redox
mostraba marcadas diferencias. Los ratones
de la Reserva tenían sólo 2,2 % del glutatión
en estado oxidado, mientras que los de
Aznalcázar y Brazo de la Torre tenían 6,9 y
4,7% de su glutatión oxidado, 3,1 y 2,1 veces
más GSSG que los controles,
respectivamente, siendo ambas diferencias
significativas frente a RBD. Este estado muy
oxidado del glutatión en ambas zonas del
Guadiamar indica que los metales vertidos
podrían haber provocado un fuerte estrés
oxidativo en dichos ratones [Sies 1986]. El
estado menos oxidado en ratones del Cangrejo
Grande, similar al de RBD, podría deberse a
Fig. 2. Biomarcadores más
sensibles en octubre 1999. Las
actividades EROD, G-6PDH y
GSSGRasa y los niveles de MDA
se ensayaron en ratones
procedentes de RBD, AZN, CG y
BDT. La significación estadística
comparada a los valores de RBD
se muestran como: *P<0.05,
**P<0.01 y ***P<0.001. 
Fig. 2. Most sensitive biomarkes in
October 1999. Activities of EROD,
G-6PDH and GSSGRase and the
MDA levels were assayed in mice
collected in RBD, AZN, CG y BDT.
Statistical significance compared to
RBD values is shown as: *P<0.05,
**P<0.01 and ***P<0.001.
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que dicha zona está en "Entremuros", donde el
agua ácida se retuvo y depuró de metales
durante 1998 y principios de 1999, antes de ser
liberada por el Brazo de la Torre [Grimalt et al.
1999]. Los resultados de la Tabla 1 y, sobre
todo, las Figs. 2 y 3 confirman que el cauce
medio y bajo del Guadiamar seguía en otoño
de 1999 contaminado por metales y otros
compuestos que generan estrés oxidativo y,
quizás, compuestos orgánicos, de acuerdo con
el aumento en el Brazo de la Torre de la
actividad EROD, sensible a estos
contaminantes [Gonzalez y Gelboin, 1994].
En octubre del 2000, se muestrearon de nuevo
las mismas áreas estudiadas en las campañas
previas, aunque incluyendo la laguna de Santa
Olalla como otro control negativo. La Tabla 2
Fig. 3. Contenido hepático de
glutatión en octubre de 1999.
Contenido de GSH (nmol/g peso
fresco)  ± SD y de GSSG (%). La
significación estadística comparada
a los valores de RBD se muestran
como:  **P<0.01 y ***P<0.001. 
Fig. 3. Hepatic glutathione content
in October 1999. Content of GSH
(nmol/g fresh weight)  ± SD and of
GSSG (%). Statistical signifi-cance
compared to RBD values is shown
as: **P<0.01 and ***P<0.001.
Los datos muestran las medias ± SD de varios biomarcadores analizados en animales de la Reserva Biológica de
Doñana (RBD), Laguna de Santa Olalla (SOL), Aznalcázar (AZN), Cangrejo Grande (CG) y Brazo de la Torre (BDT). El
número de animales de cada área se muestran entre parentesis. La significación estadística (P<0.05) se expresa como
a(comparada con RBD), b(comparada con SOL), c(comparada con AZN) y d(comparada con CG).
Data show the means ± SD of several biomarkers analyzed in animals of Doñana Biological Reserve (RBD), Santa Olalla
lagoon (SOL), Aznalcázar (AZN), Cangrejo Grande (CG), and Brazo de la Torre (BDT). The number of animals analyzed
in each area is shown in parenthesis. Statistical significance, established by the Student´s test (P<0,05), is shown as
a(compared to RBD), b(compared to SOL), and c(compared to CG).
Tabla 2. Biomarcadores analizados en ratones de 2000 
Table 2. Biomarkers analized in mice in 2000
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muestra los resultados de todos los
biomarcadores ensayados. En esta última
campaña la mayoría de los biomarcadores
apenas mostraban diferencias entre las zonas
estudiadas, en marcado contraste con los
resultados de los anteriores muestreos [Ruiz-
Laguna et al. 2001a,b; López-Barea et al.
2001a,b,c, 2002]. No obstante las actividades
glutatión reductasa y EROD se mantenían
significativamente mayores en los ratones
procedentes del Brazo de la Torre.
La Fig. 4 muestra la tendencia de los distintos
biomarcadores en las áreas estudiadas en las
campañas entre 1997 y 2000, tomando como
100% el valor de 1998, seis meses tras el
vertido [Ruiz-Laguna et al. 2001a]. En la zona
de Aznalcázar, situada en el curso medio del
Guadiamar unos 25 Km al Sur de la mina, la
actividad EROD aumentó dieciseis veces
desde 1998 a 1999, bajando de nuevo en el
año 2000, aunque manteniendo un nivel muy
superior al de 1998. En Aznalcázar también
aumentaron de 1998 a 1999 las actividades
Kat, Se-GSHPx, GSTc y GSTm, aunque
menos que la EROD, y se mantienen aún muy
altas, sugiriendo que la zona permanece
contaminada. Otros biomarcadores, como las
actividades G-6-PDH, GSSGRasa y SOD o el
nivel de MDA, apenas variaron desde 1998.
Fig. 4. Tendencias de los distintos biomarcadores entre 1997 y 2000. Se muestran las actividades G-6PDH (•), Kat (  )
Se-GSHPx (+), GSSGRasa (  ), GSTc (  ), GSTm(  ), SOD (x), EROD (  ) y los niveles de MDA (*) en ratones procedentes
de AZN, CG, BDT, RBD y SOL tomando como 100% los valores de 1998. En AZN, la actividad EROD está referida al
eje derecho. 
Fig. 4. Trends of different biomarkers between 1997 and 2000. The figure shows the activities of G-6PDH (•), Kat (  )
Se-GSHPx (+) GSSGRasa (  ), GSTc (  ), GSTm (  ), SOD (x), EROD (  ) and the MDA (*) levels in mice collected from
AZN, CG, BDT, RBD and SOL, taking the 1998 value as 100%. In AZN, EROD activity is referred to the right axis.
Línea 1: Seguimiento, Control y Remediación de la Contaminación
233
En el Cangrejo Grande, situada en
Entremuros unos 60 Km al Sur de la mina y
donde el agua ácida fue retenida y depurada
[Grimalt et al. 1999], varios biomarcadores
presentaban en 1999 aumentos significativos,
como las actividades EROD y Kat y los niveles
de MDA, aunque la mayoría de los
biomarcadores descendió en el año 2000,
salvo la actividad catalasa que aún se
mantiene unas dos veces y media mayor que
en 1998.
La Fig. 4 muestra las tendencias de los
biomarcadores en las zonas estudiadas en
1997, 1998, 1999 y 2000. En el Brazo de la
Torre, las actividades EROD, Kat y G-6PDH
mostraban en 1999 importantes aumentos,
decreciendo de nuevo en el año 2000, aunque
aún conservan niveles muy elevados. Los
otros biomarcadores se mantuvieron desde
1997 sin cambios apreciables. En la Reserva
Biológica de Doñana, la mayoría de los
biomarcadores se han mantenido bajos entre
los años 1997 y 2000, confirmando la validez
de esta zona como control. Conviene señalar
que en 1999 las actividades EROD y Se-
GSHPx aumentaron drásticamente,
sugeriendo una posible contaminación del
interior de la Reserva, aunque estas
actividades vovieron a bajar en el año 2000.
En la laguna de Santa Olalla, muestreada sólo
en 1997 y 2000, la mayoria de los
biomarcadores se han mantenido bajos,
aunque la actividad EROD y los niveles de
MDA han aumentado significativamente, en
paralelo a los altos niveles de EROD y MDA
hallados en RBD en 1999, lo que de nuevo
sugiere la posible contaminación del corazón
de la Reserva Biológica.
El aumento de la mayoría de los
biomarcadores en 1999 podría deberse a las
operaciones de limpieza realizadas tras el
accidente [Grimalt et al. 1999] que pudieron
movilizar los contaminates vertidos, bien
disueltos en el agua del río [Simon et al. 2001]
o bien como polvo o partículas suspendidas
en el aire [Querol et al. 1999]. Otros trabajos
del grupo han puesto de manifiesto un
elevado niveles de enzimas antioxidativas y
de daños oxidativos en el glutatión y los
lípidos en moluscos bivalvos (Scrobicularia
plana) llevados al Estuario del Guadalquivir
tras el accidente [Romero-Ruiz et al. 2002]. La
situación del Guadiamar y el Estuario del
Guadalquivir han mejorado bastante desde el
vertido, como muestra la tendencia
decreciente de la mayoría de los
biomarcadores en ratones (este trabajo) y en
bivalvos [Romero-Ruiz et al. 2002],
confirmando la eficiencia de las operaciones
de limpieza realiza-das durante 1998 y el
comienzo de 1999 [Grimalt et al. 1999].
Los resultados del presente estudio confirman
la utilidad de los biomarcadores bioquímicos
en el seguimiento de la contaminación.
Aunque la situación del Guadiamar ha
mejorado considerablemente desde el vertido,
es preciso un seguimiento continuado para
confirmar dicha recuperación o alertar en el
futuro sobre posibles situaciones de riesgo,
como la movilización de metales por lluvias
torrenciales. Si bien la mayoría de las
respuestas halladas en nuestro estudio
podrían asignarse a los efectos oxidantes de
los metales asociados al vertido, el aumento
de algunos biomarcadores (EROD, GSTc,
GSTm) sugiere la presencia simultánea de
contaminantes orgánicos, como los
compuestos N-orgánicos asociados al vertido
[Alzaga et al. 1999] o los plaguicidas
agrícolas. De hecho, las zonas aguas arriba
de Doñana se dedican a cultivos, como el
arroz, que usan abundantes plaguicidas.
Además, no hay que olvidar que la balsa de
Aznalcóllar sigue aún llena de metales tóxicos
que pueden suponer una futura amenaza,
pues sólo se vertió del 10 al 15% del material
que contenía. Por ello se debería usar la
aproximación de biomarcadores para seguir la
situación de uno de los ecosistemas naturales
más importantes del Sur de Europa.
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